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Hydrophile Metallkomplexe 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue hydrophile Metallkom- 
plexe und deren Verwendung als lumineszierende Markierungs- 
gruppen im Immunoassays. 

Lumineszierende Metallkomplexe sind aus dem Stand der Technik 
bekannt. EP-A-0 178 450 offenbart Rutheniumkomplexe, die an 
ein immunologisch aktives Material gekoppelt sind, wobei die 
Rutheniumkomplexe drei gleiche oder verschiedene bi- oder 
polycyclische Liganden mit mindestens zwei stickstof fhaltigen 
Heterocyclen enthalten, wobei mindestens einer dieser Ligan- 
den mit mindestens einer wasserl&slich machenden Gruppe, wie 
-S0 3 H oder -COOH substituiert ist, und wobei mindestens einer 
dieser Liganden mit mindestens einer reaktiven Gruppe wie 
-COOH direkt oder fiber eine Spacergruppe substituiert ist und 
wobei die Liganden uber Stickstof fatome an das Ruthenium 
gebunden sind. 

EP-A-0 580 979 offenbart die Verwendung von Osmium- oder 
Rutheniumkomplexen als MarJcierungsgruppen fur die Elektro- 
chemilumineszenz . Als Liganden fur diese Komplexe werden 
stickstof haltige Heterocyclen, beispielsweise Bipyridine, 
genannt. WO 87/06706 offenbart weitere Metallkomplexe, die 
sich als Markierungsgruppen fur Elektrochemilumineszenzmes- 
sungen eignen. 

Die Nachteile der aus dem Stand der Technik bekannten Metall- 
komplexe bestehen in einer schlechten Quantenausbeute bei 
Elektrochemilumineszenzmessungen durch Sauerstoff -Quenching 
und Photodissoziation oder/und in einer hohen unspezif ischen 
Bindung an Proteine. 
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Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe 
bestand somit darin, die Nachteile des Standes der Technik 
mindestens teilweise zu beseitigen. 

Uberraschenderweise wurde festgestellt , daS die Einfuhrung 
von C 2 -C 3 -Alkylenoxy-, C 2 -C 3 -Alkylenthio- oder/und C 2 -C 3 -Alky- 
lenamino-Einheiten und insbesondere von Ethylenglycol- 
oder/und Propylenglycol-Einheiten in lumineszierende Metall- 
komplexe die Adsorption von Konjugaten dieser Komplexe mit 
einer immunologisch reaktiven Substanz verringert und damit 
auch die Stabilitat und Wiederf indnung der Kon jugate in 
Immunoassays verbessert. Uberdies kann eine erhohte Quanten- 
ausbeute erzielt werden. 

Weiterhin wurde festgestellt, daS die Eigenschaf ten von 
Metallkomplexen auch durch Einfuhrung von Polyhydroxy-Ein- 
heiten verbessert werden konnen. Diese Polyhydroxy-Einheiten 
konnen zu dendrimerartigen Strukturen mit mehreren Generatio- 
nen ausgebaut werden. AuSerdem kann durch Einbau von Poly- 
amin- Strukturen der fur Elektrochemilumineszenzmessungen 
benotigte Elektronendonor direkt in die Ligandensphire des 
Komplexes integriert werden. 

Eine weitere erf indungsgemaSe Verbesserung betrifft Metall- 
komplexe in Form eines Kafigs oder Halbkafigs, in dem die 
Liganden einfach oder mehrfach, vorzugsweise uber hydrophile 
Spacer, miteinander verkniipft sind. Auch dies fuhrt zu einer 
wesentlichen Verbesserung der Photostabilitat und zu einer 
Verringerung des Sauerstof f -Quenchings . 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein 
Metallkomplex mit der allgemeinen Formel (I) : 

[MtL^L,)], - X. A (I) 

worin M ein zwei- oder dreiwertiges Metallkation ausgewahlt 
aus Seltenerde- oder Ubergangmetallionen ist, L 1# L 2 und L 3 
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gleich oder verschieden sind und Liganden mit mindestens zwei 
stickstof fhaltigen Heterocyclen bedeuten, wobei L l; L 2 und L 3 
uber Stickstof fatome an das Metallkation gebunden sind, X 
eine reaktive oder aktivierbare funktionelle Gruppe ist, die 
an mindestens einen der Liganden L 1# L 2 , L 3 kovalent gebunden 
ist, n eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist, m eine ganze Zahl 
von 1 bis 6 und vorzugsweise von 1 bis 3 ist und A eine oder 
mehrere zum Ladungsausgleich erf orderliche, negativ geladene 
Gruppen bedeutet, wobei der Komplex mindestens eine hydro- 
phile Gruppe ausgewahlt aus C 2 -C 3 -Alkylenoxy-Einheiten, C 2 -C 3 - 
Alkylenthio-Einheiten, C 2 -C 3 -Alkylenamino-Einheiten und Poly- 
hydroxy- Einhe it en enth§lt. 

Der Metallkomplex ist vorzugsweise ein lumineszierender 
Metallkomplex, d.h. ein Metallkomplex, der eine nachweisbare 
Lumineszenzreaktion erzeugen kann. Der Nachweis dieser Lumi- 
neszenzreaktion kann beispielsweise durch Fluoreszenz- oder 
durch Elektrochemilumineszenzmessung erfolgen. Das Metall- 
kation in diesem Komplex ist beispielsweise ein Ubergangs- 
metall oder ein Seltenerdenmetall . Vorzugsweise ist das 
Metall Ruthenium, Osmium, Rhenium, Iridium, Rhodium, Platin, 
Indium, Palladium, Molybdan, Techneticum, Kupfer, Chrom oder 
Wolfram. Besonders bevorzugt sind Ruthenium, Iridium, 
Rhenium, Chrom und Osmium. Am meisten bevorzugt ist Ruthe- 
nium. 

Die Liganden L 1# L 2 und L 3 sind Liganden mit mindestens zwei 
stickstof fhaltigen Heterocyclen. Bevorzugt sind aromatische 
Heterocyclen wie z.B. Bipyridyl, Bipyrazyl, Terpyridyl und 
Phenanthrolyl . Besonders bevorzugt werden die Liganden L 3I L 2 
und L 3 aus Bipyridin- und Phenanthrolin-Ringsystemen ausge- 
wahlt . 

Die reaktive oder aktivierbare funktionelle Gruppe X des 
Komplexes ist eine reaktive Gruppe, die mit einer immunolo- 
gisch aktiven Substanz gekoppelt werden kann, oder eine 
aktivierbare Gruppe, die auf einfache Weise in eine solche 
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reaktive Gruppe uberfuhrt werden kann. Vorzugsweise ist die 
Gruppe X eine aktivierte Carbonsauregruppe wie etwa ein 
Carbonsaurehalogenid, ein CarbonsSureanhydrid oder ein Aktiv- 
ester, z.B. ein N-Hydroxysuccinimid- , ein p-Nitirophenyl- 
Pentaf luorphenyl-, Imidazolyl- oder N-Hydroxybenzotriazolyl- 
ester, ein Maleimid, ein Amin, eine Carbons§ure, ein Thiol, 
ein Halogenid, ein Hydroxyl oder eine photoaktivierbare 
Gruppe . 

Weiterhin enth§lt der Komplex eine oder mehrere zum Ladungs- 
ausgleich erf orderliche , negativ geladene Gruppen A. Bei- 
spiele fur geeignete negativ geladene Gruppen sind Halogeni- 
de, OH", Carbonat, Alkylcarboxylat , z.B. Trif luoracetat , 
Sulfat, Hexaf luorophosphat- und Tetraf luoroborat- Gruppen. 
Hexaf luorophosphat - , Trif luoracetat und Tetraf luoroborat - 
Gruppen sind besonders bevorzugt. 

Der erf indungsgemafie Metallkomplex unterscheidet sich von den 
aus dem Stand der Technik bekannten Metallkomplexen dadurch, 
daS er mindestens eine hydrophile Gruppe ausgewahlt aus C 2 -C 3 - 
Alkylenoxy-Einheiten, C 2 -C 3 -Alkylenthio-Einheiten, C 2 -C 3 -Alky- 
lenamino-Einheiten und Polyhydroxy-Einheiten enthalt. 

Die Polyhydroxy-Einheiten werden vorzugsweise aus Gruppen der 
Formeln (I la) oder (lib) ausgew&hlt: 

-NR-W (Ha) -O-W (lib) 

worin W einen organischen Rest mit mindestens zwei Hydroxy- 
gruppen und R Wasserstoff oder Ci-Cs-Alkyl, vorzugsweise 
Wasserstoff oder C 1 -C 3 -Alkyl bedeutet. Der organische Rest W 
enthalt vorzugsweise 2 bis 6 und besonders bevorzugt 2 bis 4 
Hydroxygruppen . Weiterhin sollte W gunstigerweise 2 bis 10 
und insbesondere 3-6 Kohlenstof f atome enthalten. Spezifische 
Beispiele fur geeignete Polyhydroxy-Einheiten sind Reste von 
Polyalkoholen wie etwa Glycerin oder Aminopolyalkoholen. Ein 
bevorzugter Aminopolyalkohol ist Tris (2 -Amino- 2- (hydroxy- 
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methyl) -1, 3 -propantriol) . In diesem Fall weist die Polyhy- 
droxy-Einheit die Formel NR-C(CH 2 OH} 3 auf. Die Polyalkohole 
bzw. Aminopolyalkohole sind an dem Metallkompiex vorzugsweise 
in Form von Est era bzw. Ami den gekoppelt. 

Die C 2 -C 3 -Alkylenoxy- , C 2 -C 3 -Alkylenthio- und C 2 -C 3 -Alkylen- 
amino-Einheiten des erf indungsgemafien Metallkomplexes sind 
vorzugsweise C 2 -Einheiten und insbesondere Ethylenoxy-Ein- 
heiten. Der Komplex enthilt pro Metallkation vorzugsweise 1 
bis 3 0 und besonders bevorzugt 2 bis 20 C 2 -C 3 -Alkylen-oxy- , 
C 2 -C 3 -Alkylenthio- bzw. C 2 -C 3 -Alkylenamino-Einheiten . Diese 
Einheiten sind Bestandteile von Substituenten der hetero- 
cyclischen Liganden des Metallkomplexes. Sie konnen in einem . 
Linker zwischen einem der Liganden und der reaktiven oder 
aktivierbaren funktionellen Gruppe X oder/und in einfachen 
Substituenten vorliegen. Die Alkylenoxy-, Alkylenthio-bzw. 
Alkylenamino-Einheiten konnen auch uber einen Bruckenkopf ■ 
miteinander verknupft sein, der gegebenenf alls eine funktio- 
nelle Gruppe X tragen kann. Andererseits konnen ,uber den 
Bruckenkopf auch mehrere Komplex-Einheiten miteinander ver- 
knupft sein. Beispiele fur bevorzugte Ausf ilhrungsformen der 
erf indungsgemafien Metallkomplexe sind im folgenden angegeben. 

In einer ersten bevorzugten Ausfuhrungsf orm der vorliegenden 
Erfindung besitzt der erf indungsgemaSe Metallkompiex die 
allgemeine Formel (III) ; 




] - X 



A 



(III) 
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worin M, X und A wie vorstehend definiert sind, R 2 , R 2 , R 3 , R<< 
R 5 und R 6 gleich oder verschieden sind und jeweils einen oder 
mehrere Substituenten bedeuten, unter der Voraussetzung, daS 
X uber einen der Substituenten R 1# R 2/ R 3/ R 4 , R 5 oder R € an 
einen der Liganden gebunden ist und daS mindestens einer der 
Substituenten R 1# R 2 , R 3 , R«, R 5 oder R 6 mindestens eine hydro- 
phile Gruppe, ausgewShlt aus C 2 -C 3 -Alkylenoxy- , C 2 -C 3 -Alkylenthio- 
und C 2 -C 3 -Alkylenamino-Einheiten enth&lt . 

Die Liganden des Komplexes sind je nach Anwesenheit bzw. 
Abwesenheit der durch gebrochene Linien bezeichneten Gruppen, 
gegebenenfalls substituierte Phenanthrolin- bzw. Bipyridinsy- 
steme . 

Die Substituenten R 1# R 2 , R 3 , R«, R 5 und R 6 an den Liganden 
sind - sofern sie keine hydrophile Gruppe enthalten - vor- 
zugsweise Wasserstoff, C x -C 5 -Alkyl, insbesondere C x -C 3 -Alkyl. 
Insgesamt enthalten die hydrophilen Gruppen vorzugsweise 1 
bis 3 0 und besonders bevorzugt 2 bis 20 Alkylenoxy-, Alky- 
lenthio- oder/und Alkylenamino-Einheiten, insbesondere Ethy- 
lenoxy-Einheiten. 

Die hydrophile Gruppe kann Bestandteil eines Linkers zwischen 
der funktionellen, kopplungsf ahigen Gruppe X und einem der 
Liganden sein. In diesem Fall besitzen die Metallkomplexe 
vorzugsweise die allgemeine Formel (Ilia) : 




(Ilia) 



worin M, X und A wie vorstehend definiert sind, R 1# R 2/ R 3 , R 4 
und R 5 wie vorstehend definiert sind, s eine ganze Zahl von 0 
bis 6 vorzugsweise von 1 bis 4 ist und Y eine hydrophile 
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Linkergruppe mit 1 bis 10, vorzugsweise mit 2 bis 6 hydro- 
phile Einheiten bedeutet, ausgewShlt aus C 2 -C 3 -Alkylenoxy- , 
C 2 -C 3 -Alkylenthio und C 2 -C 3 -Alkylenamino-Einheiten, insbeson- 
dere Ethylenoxy-Einheiten . 

Die funktionelle Gruppe X muS jedoch nicht uber einen hydro- 
philen Linker mit dem Liganden verknupft sein. In diesem Fall 
besitzt der erf indungsgemafie Metallkomplex vorzugsweise die 
allgemeine Formel (Illb) : 



worin M, X und A wie vorstehend definiert sind, R 1; R 2 , R 3 , R 4 
und R 5 wie vorstehend definiert sind, unter der Vorausset- 
zung, daS R lr R 2 , R 3f R« oder/und R s eine hydrophile Substi- 
tuentengruppe enthS.lt, die jeweils 1 bis 10 vorzugsweise 2 
bis 6 C 2 -C 3 -Alkylenoxy- , C 2 -C 3 -Alkylenthio oder/und C 2 -C 3 - 
Alkylenamino- Einheiten, insbesondere Ethylenoxy-Einheiten 
umf aSt . 

Ein Beispiel fur eine Verbindung der Formel (Ilia) ist in 
Abb. la und lb gezeigt. Diese Verbindungen enthalten die 
Hydrophilie nur im Linker zwischen der Gruppe X - einem 
Maleimid (Abb. la) bzw. einem N-Hydroxysuccinimidester (Abb. 
lb) - und einem Liganden. Ebenso konnen aber auch die anderen 
Liganden hydrophile Substituenten aufweisen. Ein Beispiel fur 
eine Verbindung der Formel (Illb) ist in Abb. lb gezeigt. 
Hier ist die Gruppe X ein N-Hydroxysuccinimidester. 

Die Liganden des erf indungsgemafien Metallkomplexes konnen 
auch miteinander verknupft sein, so daS der Metallkomplex in 
Form eines Halbkafigs bzw. Kafigs vorliegt. Eine bevorzugte 




(Illb) 



R 1 



WO 96/03410 



PCT/EP95/02923 



- 8 - 

Ausfuhrungsform eines erf indungsgemafien Metallkomplexes in 
Form eines Halbkafigs oder Kafigs besitzt die allgemeine 
Formel (IV) : 



X 




(IV) 



worin M, X, n und A wie vorstehend definiert sind, R 1# R 2 und 
R 3 gleich oder verschieden sind und jeweils einen oder meh- 
rere Substituenten - wie vorstehend definiert - an dem Bi- 
pyridin- oder Phenanthrolin-Liganden bedeuten und Y jeweils 
eine hydrophile Linkergruppe bedeutet, die 1 bis 10 hydro- 
phile Einheiten, ausgew&hlt aus C 2 -C 3 -Alkylenoxy- , C 2 -C 3 -Alky- 
lenthio- und C 2 -C 3 -Alkylenamino-Einheiten, insbesondere Ethy- 
lenoxy-Einheiten umfaSt. 

Wenn die Substituenten R lt R 2 und R 3 in Formel (IV) und gege- 
benenfalls uber hydrophile Linkergruppen kovalent miteinander 
verknupft sind f dann besitzt der Komplex der Formel (IV) die 
Form eines Kafigs. 

Beispiele fur halbkcif igf ormige Komplexe der Formel (IV) sind 
in Abb. 2 und 3a gezeigt. Ein Beispiel fur einen kafigformi- 
gen Komplex ist in Abb. 3b gezeigt. Die Gruppe X in Abb. 2 
ist ein Carboxylrest . Das Metallkation und die Anionen sind 
in Abb. 3a und 3b nicht dargestellt. 

Der Komplex der Formel (IV) kann nicht nur als Monomer, 
sondern als Oligomer aus vorzugsweise bis zu 5 einzelnen 
Metal lkomplexen vorliegen. Hierzu kann die funktionelle 
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kopplungsf ahige Gruppe X beispielsweise ein Substituent an 
einem aromatischen Kern, z.B. einem Phenylkern sein, wobei 
zwei oder mehr der restlichen Substituentenpositionen des 
aromatischen Kerns durch einen halbkafig- bzw. kaf igf ormigen 
Metal lkomplex substituiert sein konnen. 

Beispiele fur oligomere Metallkomplexe der Formel (IV) sind 
in Abb. 4 und 5 gezeigt . Die Metallionen und die Anionen sind 
in diesen Abbildungen nicht dargestellt . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der vorliegen- 
den Erfindung ist der Metal lkomplex mit Polyhydroxy-Einheiten 
substituiert und besitzt die allgemeine Formel (V) : 



worin M, X und A wie vorstehend definiert sind, Z eine Lin- 
kergruppe bedeutet, R' lf R' 2 , R' 3 , R' 4 und R' 5 gleich oder 
verschieden sind und jeweils einen oder mehrere Substituen- 
ten, z.B. Wasserstoff oder C^-Cg- , insbesondere C^^-Alkyl, 
bedeuten und s eine ganze Zahl von 0 bis 6, vorzugsweise von 
1 bis 4 ist, unter der Voraussetzung, da£ R' lf R' 2 , R' 3 
oder/und R' 4 eine hydrophile Substituentengruppe enthalt, die 
eine Polyhydroxy-Einheit umfaSt. 

Der Ligand X des Metallkomplexes (V) kann mit dem Liganden 
iiber einen hydrophilen Linker, z.B. einen Linker gemaE Formel 
(Ilia), aber auch uber einen Linker gemafi Formel (Illb) 
gekoppelt sein. Der Substituent R' 5 ist vorzugsweise Wasser- 
stoff oder eine C x -C s - , insbesondere eine C a -C 3 -Alkyl gruppe . 




A 



(V) 
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Ein Beispiel fur eine Verbindung der Formel (V) ist in Abb. 6 
gezeigt. Die Gruppe X ist ein Carboxylrest . 

Die OH-Gruppen der Polyhydroxy-Einheiten von Metal Ikomplexen 
der allgemeinen Formel (V) sind gegebenenf alls durch hydro- 
phile Gruppen substituiert , z.B. durch C 2 -C 3 -Alkylenoxy; 
C 2 -C 3 -Alkylenthio- oder/und C 2 -C 3 -Alkylenamino-Einheiten. 

In einer spezifischen Ausf tihrungsform der vorliegenden Erfin- 
dung sind die hydrophilen Substituentengruppen der OH-Gruppen 
der Polyhydroxy-Einheiten Dendrimere der allgemeinen Formel 
(Via) oder (VIb) : 



worin 

Aj und A 2 gleich oder verschieden sind und Linkergruppen 
bedeuten, 

W x und W 2 gleich oder verschieden sind und einen organi- 
schen Rest mit mindestens 2 Hydroxygruppen bedeuten, 
R tfasserstof f oder C^-Cg-Alkyl und vorzugsweise Wasser- 
stoff oder C 1 -C 3 -Alkyl bedeutet und 

n' 0 ist oder der Zahl der Hydroxygruppen von W t ent- 
spricht . 

Die Linkergruppen A x und A 2 sind vorzugsweise Gruppen der 
Formel (CH^'C (=0)-, worin m' 1 bis 5 und insbesondere 1 bis 
3 ist. 

Die Gruppen W a und W 2 sind vorzugsweise Polyhydroxy-Einheiten, 
die entsprechend den Gruppen der Forme In (Ila) , (lib) defi- 
niert sind. Wenn n' 0 ist, liegt ein Dendrimer der ersten 
Generation vor. Wenn n' der Zahl der Hydroxygruppen von 
entspricht, liegt ein Dendrimer der zweiten Generation vor. 
Die Hydroxy -Endgruppen der Dendrimere konnen gegebenenf alls 
substituiert sein, z.B. durch eine Linkergruppe mit der 



-Aj-NR-Wj (A 2 -NH-W 2 ) n , 



(Via) 
(VIb) 
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Formel A 3 -R' , wobei A 3 wie die Linkergruppen A x und A 2 def i- 
niert ist, und R' C^-Cg, vorzugsweise Cx-C^-Alkyl bedeutet. 

Die Herstellung der erf indungsgem&fien Metallkomplexe erfolgt 
durch Reaktion eines Metallsalzes, z.B. eines Metallhaloge- 
nids mit den entsprechenden Liganden und ggf . anschlieSenden 
Austausch des Halogenidions durch Hexaf luorophosphat- oder 
Tetraf luoroborat-Anionen. Derartige Verfahren sind im Stand 
der Technik, z.B. in EP-B-0 178 450 und EP-B-0 255 534 be- 
schrieben. Auf diese Offenbarung wird hiermit Bezug genommen. 

Die Herstellung hydrophiler N-heterocyclischer Liganden kann 
auf einf ache Weise durch Substitution am aromatischen Ligan- 
den, z.B. uber ein Tosylat erfolgen. Auf entsprechende Weise 
kann auch eine Kopplung des hydrophilen Linkers, der die 
funktionelle Gruppe X tragt, erfolgen. 

Die Herstellung von Metal lkomplexen der Formel (IV) mit 
Halbk§fig- oder KcLf igstruktur kann beispielsweise erfolgen 
durch Anfugen von Alkylenoxy- , Alkylenthio- oder /und Alkylen- 
amino-Einheiten an die Bipyridin- oder Phenanthrolin-Liganden 
und Knupfung dieser Einheiten an einen Bruckenkopf uber Ether 
oder Amidbindung. Bei Verwendung von zwei Bruckenkopf en 
konnen K&f igstrukturen erhalten werden. Bevorzugt ist die 
Knupfung von 3 Liganden an einen trivalenten Bruckenkopf, 
z.B. Tris. Der Komplex selbst wird durch Umsetzung mit Me- 
tallsalzen, wie zuvor beschrieben, hergestellt. 

Die Herstellung von halbk&f ig- und kaf igf ormigen Metallkom- 
plexen kann gemaS Reaktionsschema III (Abb. 9a und 9b) erfol- 
gen . . 

Die Herstellung von Metallkomplexen mit der allgemeinen 
Formel (V) erfolgt beispielsweise durch eine Reaktion gem&£ 
Schema I (Abb. 7) , indem ein entsprechend substituierter 
Ligand mit einem Aminopolyalkohol oder einem partiell ge- 
schutzten Polyalkohol umgesetzt wird, wobei hydrophile Grup- 
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pen der Formeln (Ila) Oder (lib) an den Liganden angelagert 
werden . 

Die Herstellung von dendritischen Metallkomplexen kann ent- 
sprechend dem Reaktionsschema II (Abb. 8) erfolgen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Konjugat, umfassend eine biologische Substanz, an die minde- 
stens ein erf indungsgemaSer Metallkomplex gekoppelt ist . 
Beispiele fur geeignete biologische Substanzen sind Zellen, 
Viren, subzellulare Teilchen, Proteine, Lipoproteine, Glyco- 
proteine, Peptide, Polypeptide, Nukleinsauren, Oligosacc- 
haride, Polysaccharide, Lipopolysacchar ide , zellulare Metabo- 
liten, Haptene, Hormone, pharmakologische Wirkstoffe, Alka- 
loide, Steroide, Vitamine, Aminosauren und Zucker. 

Die Kopplung des Metallkomplexes mit der biologisch aktiven 
Substanz erfolgt vorzugsweise uber die reaktive oder akti- 
vierbare funktionelle Gruppe des Metallkomplexes, die mit 
einer f unktionellen Gruppe der biologischen Substanz kovalent 
kuppeln kann. Wenn die funktionelle Gruppe ein Aktivester 
ist, kann beispielweise eine Kopplung mit freien Aminogruppen 
der biologischen Substanz erfolgen. Wenn die funktionelle 
Gruppe ein Maleimidrest ist, kann eine Kopplung mit freien 
SH-Gruppen der biologischen Substanz erfolgen. Auf analoge 
Weise kann auch eine Aktivierung von f unktionellen Gruppen 
der biologischen Substanz erfolgen, die anschlieSend bei- 
spielsweise mit einer freien Carbonsaure- , Amino- oder Thiol- 
funktion des Metallkomplexes reagieren kdnnen. 

Bei einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der vorlie- 
genden Erfindung werden die Metallkomplexe an ein Peptid 
gekoppelt, das vorzugsweise eine Lange von maximal 50 Amino- 
sauren und besonders bevorzugt von maximal 30 Aminosauren 
aufweist. Die Herstellung dieser Metallkomplex-markierten 
Peptide erfolgt vorzugsweise dadurch, daS man ein Peptid mit 
der gewiinschten Aminosauresequenz an einer Festphase syn- 
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thetisiert, wobei man a) nach der Synthese einen aktivierten 
Metallkomplex, vorzugsweise ein Metallkomplex- Aktivesterderi- 
vat an die N-terminale Aminogruppe des Peptids koppelt 
oder/und b) wahrend der Synthese an mindestens einer Position 
des Peptids ein AminosSurederivat einfuhrt, das kovalent mit 
einem Metallkomplex gekoppelt ist. Die Kopplung des Metall- 
komplexes an die N-terminale AminosSure des Peptids erfolgt 
vorzugsweise vor Abspaltung des Peptids von der Festphase und 
vor einer Abspaltung von Schutzgruppen an reaktiven Seiten- 
gruppen der zur Peptidsynthese verwendeten Aminosaurederiva- 
te. 

Die Peptide enthalten vorzugsweise einen immunologisch reak- 
tiven Epitopbereich und einen Spacerbereich, wobei mindesens 
eine Metallkomplex-Markierungsgruppe an den Spacerbereich 
gekoppelt wird. Der Spacerbereich weist vorzugsweise eine 
Lange von 1 bis 10 Aminosauren auf und ist am Amino- oder/und 
Carboxy terminus des Peptids angeordnet. 

Der Spacerbereich enthalt vorzugsweise Aminosauren, die 
Ladungen aufweisen oder/und Wasserstof fbrucken ausbilden 
konnen. Die Aminosauren des Spacerbereichs werden vorzugs- 
weise gebildet aus der Gruppe bestehend aus Glycin, E-Alanin, 
7-Aminobuttersciure, e -AminocapronsSure , Lysin und Verbindun- 
gen der Strukturf ormel NH 2 - [ (CH 2 ) y O] x -CH 2 -CH 2 -COOH, worin y 2 
oder 3 ist und x 1 bis 10 ist. 

Die Epitopbereiche der Peptide stammen vorzugsweise aus 
pathogenen Organismen, z.B. Bakterien, Viren, und Protozoen, 
oder aus Autoimmun-Antigenen. Besonders bevorzugt stammt der 
Eptitopbereich aus viralen Antigenen, z.B. den Aminosaurese- 
quenzen von HIVI, HIVII oder Hepatitis C-Virus (HCV) . 

Weitere bevorzugte Beispiele fur biologische Substanzen sind 
Biotin, Nukleinsauren, Antikorper oder Antikorperf ragmente, 
Polypeptidantigene, d.h. immunologisch reaktive Polypeptide, 
oder Haptene, d.h. organische Molekule mit einem Molekularge- 
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wicht von 150 bis 2000, insbesondere Molekule mit einem 
Steroidgrundgerust, wie etwa Cardenolide, Cardenolid-Glyco- 
side (z.B. Digoxin, Digoxigenin) , Steroid-Alkaloide , Sexual- 
hormone (z.B. Progesteron) , Glucocorticoide etc. Weitere 
Beispiele fur Haptene sind Prostaglandin r Leuco-En-diine, 
Thromboxane, pharmakologische Wirkstoffe etc. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
die Verwendung der erf indungsgemSSen Metal lkomplexe, bzw. der 
erf indungsgemaSen Konjugate in einem immunologischen Nach- 
weisverf ahren . 

Dabei wird der Metallkomplex als Markierungsgruppe verwendet, 
mit deren Hilfe die qualitative oder/und quantitative Bestim- 
mung eines Analyten in einer Probelosung moglich ist. Der 
Nachweis des Metallkomplexes erfolgt vorzugsweise durch 
Elektrochemilumineszenz, wobei lumineszierende Spezies elek- 
trochemisch an der Oberflache einer Elektrode erzeugt werden. 
Beispiele zur Durchfuhrung von Lumineszenz -Assays mit Metall- 
komplexen des Standes der Technik finden sich in EP-A-0 580 
979, WO 90/05301, WO 90/11511 und WO 92/14138. Auf die dort 
offenbarten Verfahren und Vorrichtungen fur Lumineszenz- 
Assays wird hiermit Bezug genommen. Die Elektrochemilumines- 
zenz -Assays werden in Gegenwart einer Festphase durchgefuhrt, 
die vorzugsweise aus Mikropartikeln, insbesondere aus magne- 
tischen Mikropartikeln besteht, die mit einer reaktiven 
Beschichtung versehen sind, z.B. mit Streptavidin. Auf diese 
Weise konnen Immunkomplexe , die einen Metallkomplex als 
Markierungsgruppe enthalten, an die Festphase gebunden nach- 
gewiesen werden. 

Die Elektrochemilumineszenz-Messung wird vorzugsweise in 
Gegenwart eines Reduktionsmittels fur den Metallkomplex 
durchgefuhrt, z.B. einem Amin. Bevorzugt sind aliphatische 
Amine, insbesondere primare, sekundare und tertiare Alkylami- 
ne, deren Alkylgruppen jeweils 1 bis 3 Kohlenstof f atome 
aufweisen. Besonders bevorzugt ist Tripropylamin. Das Amin 



WO 96/03410 



PCT/EP95/02923 



- 15 - 

kann jedoch auch ein aromatisches Amin, wie Anilin oder ein 
heterocyclisches Amin sein. Das Reduktionsmittel kann bereits 
in der Ligandensphare des Komplexes integriert sein. Derarti- 
ge Systeme sind insbesondere zur Bestimmung von Analyten ge- 
eignet, die in hochkonzentrierter Form vorliegen. 

Weiterhin kann ggf . VerstSrker ein nichtionisches oberfla- 
chenaktives Mittel, z.B. ein ethoxyliertes Phenol vorhanden 
sein. Derartige Substanzen sind beispielsweise kommerziell 
unter den Bezeichnungen Triton X100 oder Triton N401 erh§lt- 
lich. 

Andererseits kann der Nachweis des lumineszierenden Metal 1- 
komplexes auch durch Fluoreszenz erfolgen, wobei das Metall- 
chelat durch Bestrahlung mit einem Licht der geeigneten 
Wellehlange angeregt und die daraus resultierende Fluores- 
zenzstrahlung gemessen wird. Beispiele zur Durchftihrung von 
Fluoreszenz -Assays finden sich in EP-A-0 178 450 und EP-A-0 
255 534. Auf diese Offenbarung wird hiermit Bezug genommen. 

Weiterhin wird die vorliegende Erfindung durch nachfolgende 
Beispiele und Abbildungen erlautert. Es zeigen: 
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Abb. 9a 

und 9b ein Reaktionschema zur Herstellung von Metallkom- 

plexen der Formel (IV) und 
Abb. 10 ein Metallkomplex-Progesteron-Konjugat. 

Herstellung eines hydrophilen Bipyridxn-Liganden (4.4 - 
Bis (methoxy-ethoxy-ethoxy) -bipyridin) 

50 ml einer L6sung von Lithiumdiisopropylamid in einem Ge- 
misch aus Cyclohexan, Ethylbenzol und THF werden auf -78'C 
abgekuhlt. Es werden 350 ml einer L6sung von 50 mmol Bipyri- 
din in THF zugetropft. Man IftSt zwei Stunden ruhren und 
tropft dann eine L6sung von 100 mmol Methoxy-ethoxy-ethoxy- 
tosylat in THF hinzu. Nach einer Stunde bei -7 8 o C liftt man 
das Reaktionsgemisch uber Nacht bei Raumtemperatur stehen. 
Dann wird eine waSrige Natriumchloridlosung zugegeben. An- 
schlieSend wird das THF mit einem Rotationsverdampf er ent- 
fernt und der Ruckstand mit Essigester extrahiert. 

Das Produkt wird chromatographisch uber Kieselgel gereinigt. 
Eluens; Essigester-Methanol-Ammoniak 95/4/1 bzw. Amino-lde- 
selgel mit Essigester-Petrolether als Eluens. 

H-NMR(CDC1 3 ) : 3,6 ppm (m.CH 2 CH 2 ) = 16 H 
7,12-8,5 ppm (bpy) = 6 H 

HersteUung eines Bis (bisethylenglyool -bipyridin) -dichloro- 
Ruthenium- Komplexes 

Rutheniumtrichlorid wird mit einem doppelten molaren Uber- 
schuS des in Beispiel 1 hergestellten Liganden und emem 7 
bis 8 faohen Oberschufi an Lithiumchlorid in DMF gelost und 
sechs Stunden unter Ruckflufi gekocht. Man entfemt das Lo- 
sungsmittel, lost den Ruckstand in Wasser und extrahiert mxt 
Essigester und anschlieSend mit Chloroform. Die Chloroform- 
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phasen wurden vereinigt, getrocknet, filtriert und am Rota- 
tionsverdampf er eingeengt. 

Das Produkt wird dunnschichtchromatographisch uber Amino - 
Kieselgel mit Acetonitril/H 2 0 10/1 gereinigt (Rf * 0,58). 

Beispiel 3 

Synthese von Bis (bisethylenglycol-bipyridin) -4 (4 (4 ' -methyl - 
2,2' bipyridyl ) ) -butansSure 

3,0 g des in Beispiel 2 hergestellten Ruthenium- Komplexes 
wurden in 240 ml eines Ethanol-Wasser-Gemisches unter Argon 
gelost. Es werden 0,82 g Bipyridyl-butansaure-Derivat hin- 
zugefugt und drei Stunden unter RuckfluS erhitzt. Die Ldsung 
wird eingeengt, mit Essigester gewaschen und mit Chloroform 
extrahiert. Man rotiert ein und reinigt den Ruckstand uber 
SP-Sephadex (Eluens: NaCl/HCl in Wasser) . 

Ausbeute: 500 mg, Reinheit (HPLC) : 93 % 
MS (PosLIMS) : 1455,5 = Ru 2+ Komplex PF 6 - 

Beisoiel 4 

Herstellung eines hydrophilen Metallkomplex-Aktivesterderi- 
vats 

26 0 mg des in Beispiel 3 hergestellten Komplexes wurden in 
Methylenchlorid gelost und mit equimolaren Mengen an Dicyc- 
lohexylcarbodiimid/N-Hydroxysuccinimidester versetzt . Man 
laSt zwolf Stunden ruhren, filtriert DCH ab und rotiert ein. 
Das Rohprodukt wird uber praparative HPLC gereinigt. Die 
Ausbeute ist 85 %. 
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Beispiel 5 

Herstellung eines hydrophilen Metallkomplex-Maleimid-Derivats 

150 mg des Metallkomplexes Ru (bipyridin) 2 (bipyridin-CO-N- 
hydroxysuccinimidester) gemaS EP-A-0 580 979 werden zusammen 
mit 100 mg Maleimido-Amino-Dioxaoctan (MADOO) und Triethyl- 
amin in Methylenchlorid ca. 12 h umgesetzt. Das Reaktions- 
gemisch wird 3 mal mit Wasser ausgeschuttelt und der Ruck- 
stand aus der organischen Phase uber eine Sephadex-LH20-SSule 
mit Methylenchlorid/Methanol gereinigt. Man erhalt die in 
Abb. la dargestellte Verbindung Ru (bpy) 2 (bpy-CO-MADOO) . 
MS: M* = 1025,3 (entspricht Ru 24 PF 6 "-Komplex) 

Beispiel 6 

Herstellung eines hydrophilen Metallkomplex-Aktivester-Deri- 
vats 

0,5 mmol des in Beispiel 5 als Ausgangsmaterial verwendeten 
Rutheniumkomplexes in 20 ml Dichlormethan werden mit 0,5 mmol 
Mono-Boc-Diaminodioxaoctan in 20 ml Dichlormethan und einem 
Equivalent an Triethylamin umgesetzt. Die Aufreinigung er- 
folgt wie in Beispiel 5 beschrieben. Die Boc-Schutzgruppe 
wird nach Standardmethoden (Trif luoressigsaure/Methylenchlo- 
rid) abgespalten. 

Das resultierende Produkt wird mit einer aquimolaren Menge an 
Korksaure-bis-N-hydroxysuccinimidester in Dimethyl formamid 
fur 2 h bei Raumtemperatur umgesetzt . Das Ldsungsmittel wird 
entfernt, der Ruckstand in Wasser aufgenommen und lyophili- 
siert. Das resultierende Produkt ist in Abb. lb dargestellt . 
H-NMR: 7,2 - 8,9 ppm : Bipyridin (22H) ; 
2,8 ppm NHS-Ester (4H) . 
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Beispiel 7 

Synthese eines Metallkomplex-Hapten-Konjugates 

10 mg des N-Hydroxysuccinimidesters aus Beispiel 4 werden mit 
3,2 mg Progesteron-3-carboxymethyl-oxim-diamondioxyoctan in 2 
ml Methylenchlorid gel&st, 1,2 fil Triethylamin hinzugefugt 
und zwolf Stunden bei Raumtemperatur gerQhrt. Das LSsungs- 
mittel wird entfernt und der Ruckstand uber Sephadex gerei- 
nigt. Das resultierende Konjugat ist in Abb. 10 dargestellt. 

MS (posLIMS) : M+ = 1923,0 ( Ruthenium -Kompl ex- Proge st eron- 
Konjugat 2 * Trif luoracetat 



Beispiel 8 

Herstellung von Metallchelat-markierten Peptiden 

Die Metallchelat-markierten Peptide wurden mittels Fluor - 
enylmethyloxycarbonyl- (Fmoc) -Festphasenpeptidsynthese an 
einem Batch-Peptidsynthesizer, z.B. von Applied Biosystems 
A431 oder A433, hergestellt. Dazu wurden jeweils 4.0 Aquiva- 
lente der in Tabelle 1 dargestellten Aminosaurederivate 
verwendet : 
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Tabelle 1: 



A 


r moc ri-i-d un 


c 




u 




t? 

Ei 




T* 

r 


r* moc - fne L/Il 


G 


n—^- pi r\ri 
fmOC-oly-Un 


H 


rmOC-rllS v Iil ; -Url 


I 


Fmoc - 1 xe - vJn 


Kl 


Fmoc-Lys \Boc; -un 


K2 


Boc-Lys (Fmoc; -OH 


K3 


Fmoc-Lys (BPRu) -OH I 


L 


Fmoc -Leu -OH 


M 


_ « m _ ^ ATT 

Fmoc -Met -OH 


N 


Fmoc-Asn (Trt) -OH 


P 


Fmoc -Pro -OH 


Q 


Fmoc -Gin (Trt) -OH 


R 


Fmoc-Arg (Pmc; -oh 


s 


Fmoc-Ser (tBu) -OH 


T 


Fmoc-Thr (tBu) -OH 


U 


Fmoc - SAl anin - OH 


V 


Fmoc-Val-OH 


W 


Fmoc-Trp-OH 


Y 


Fmoc -Tyr (tBu) -OH 


Z 


Fmoc- e -Aminocaprons&ure-OH 


Nle 


Fmoc- e -Norleucin-OH 


Abu 


Fmoc - y - Aminobut tersaure-OH 



Bei der Variante (a) - Einftihrung der Markierung nach Beendi- 
gung der Festphasensynthese - wurde ein aktivierter hydrophi- 
ler Ruthenium (bipyridyl) 3 -Komplex (BPRu) an die N-terminale 
Aminosaure des Peptids gekoppelt. Das Lysin-Derivat Kl wurde 
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fur den Spacerbereich und das Lysin-Derivat K2 fur den Epi- 
topbereich verwendet . 

GemaS Variante (b) erfolgte die Einfuhrung von Metallchelat- 
gruppen in die Peptidsequenz durch direkten Einbau von Me- 
tallchelat-gekoppelten Aminosaurederivaten, z.B. innerhalb 
der Sequenz uber einen mit Metallchelat-Aktivester e-deriva- 
tisierten Lysinrest, z.B. das Lysin-Derivat K3 Oder N- termi- 
nal durch Verwendung eines a-derivatisierten Aminosiurerests . 

Die Aminosauren oder AminosSurederivate wurden in N-Methyl- 
pyrrolidon gelost. Das Peptid wurde an 400-500 mg 4- (2 ',4'- 
Dimet hoxyphenyl - Fmoc - Aminome thyl ) - Phenoxy-Harz (Tetrahedron 
Letters 28 (1987), 2107) mit einer Beladung von 0,4-0,7 
mmol/g aufgebaut (JACS 95 (1973) , 1328) . Die Kupplungsreak- 
tionen wurden bezuglich des Fmoc-Aminosaurederivats mit 4 
Aquivalenten Dicyclohexylcarbodiimid und 4 Aquivalenten N- 
Hydroxybenzotriazol in Dimethylf ormamid als Reaktionsmedium 
wahrend 20 min durchgef iihrt • Nach jedem Syntheseschritt wurde 
die Fmoc-Gruppe mit 20%igem Piperidin in Dimethylf ormamid in 
20 min abgespalten. 

Bei Anwesenheit von Cysteinresten in der Peptidsequenz er- 
folgte unmittelbar nach Beendigung der Synthese eine Oxida- 
tion an der Festphase mit Jod in Hexaf luorisopropanol/Di- 
chlormethan . 

Die Freisetzung des Peptids vom TrSger und die Abspaltung der 
saurelabilen Schutzgruppen erfolgte mit 20 ml Trif luoressig- 
saure, 0,5 ml Ethandithiol , 1 ml Thioanisol, 1,5 g Phenol und 
1 ml Wasser in 40 min bei Raumtemperatur . Die Reaktionslosung 
wurde anschliefiend mit 30 0 ml gekuhltem Dii sop ropy let her 
versetzt und zur vollstandigen Fallung des Peptids 4 0 min bei 
0°C gehalten. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit Diiso- 
propylether nachgewaschen, mit wenig 50 %-iger Essigsaure 
gelost und lyophilisiert . Das erhaltene Rohmaterial wurde 
mittels praparativer HPLC an Delta- PAK RP C18-Material (Saule 
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50 x 300 mm, 100 A, 15 /i) uber einen entsprechenden Gradien- 
ten (Eluent A: Wasser, 0,1% Trif luoressigsaure, Eluent B: 
Acetonitril, 0,1% Trif luoressigsaure) in ca. 120 min. aufge- 
reinigt. Die Identitat des eluierten Materials wurde mittels 
Ionenspray-Massenspektrometrie geprilf t . 

Die Einfuhrung der Metallchelat-Markierung erfolgte gemaS 
Variante (a) iiber entsprechende Aktivester-Derivate an die 
freie N-terminale Aminogruppe des trSgergebundenen Peptids. 
Hierzu wurden 4 Aquivalente hydrophiler Ruthenium (bipyri- 
dyl) 3 -Komplexe (BPRu) pro freie primare Aminofunktion, akti- 
viert mit N-Hydroxybenzotriazol/Dicyclohexylcarbodiimid und 
in wenig DMSO gelost, zugetropft und bei Raumtemperatur 
geruhrt. Der Umsatz wurde uber analytische HPLC verf olgt . 
Nach Abspaltung vom Trager wurde das Produkt mittels prapara- 
tiver HPLC auf gereinigt . Die Identitat des eluierten Materi- 
als wurde mittels Ionenspray-Massenspektrometrie gepruft. 

Die Herstellung der Peptide erfolgte auch durch eine Kom- 
bination von Variante (a) und (b) , d.h. Einbau von Metall- 
chelat-gekoppelten Aminosaurederivaten innerhalb der Sequenz, 
Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Gruppe und Reaktion der 
freien N-terminalen Aminogruppe mit einem Metallchelat- 
Aktivesterderivat . 

Bei einem ausschlieSlich direkten Einbau der Metallchelat- 
gekoppelten Aminosaurederivate wahrend der Festphasensynthese 
gemaS Variante (b) war eine nachtragliche Einfvihrung von 
Metallchelat-Aktivestern nicht mehr erf orderlich. 

Aus den Bereichen gpl20, gp41 und gp32 von HIVI bzw. HI VI I 
wurden die in Tabelle 2 dargestellten Peptid-Metallkomplex- 
Konjugate hergestellt. 
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*uthenylierte lineare Peptide 


gpl20 


B PRu - UZU - NNTRKS I S I GPGRAFY T | 
BPRu - UZ - NTTRS I S I GPGRAFY 
BPRu - UZ - NTTRS I S IGPGRAFY 
NNTRKS I S I GPGRAFYT - K { BPRu ) 
BPRu -UZU- IDIQEERRMRIGPGMAWYS 


9P41/1 


B PRu - UZU - AVER YLKDQQLLG I W 
BPRu - UGGG - QARILAVERYLKDQQLLGI WGASG 
BPRu - GGGG - QARILAVERYLKDQQLLGIWGASG 
BPRu - UZU- WGIRQLRARLLALETLLQN 


gp41/2 


B PRu - UZU - LG I WGCSGKL I CTTAV 
BPRU - UGGG - GCSGKLI CTTAVPWNASWS 
(GCSGKLICTTAVPWNASWS) K- (BPRu) 


9P41/3 


B PRu - UZU - KDQQLLG I WGS SGKL 


gp4l/4 


BPRu-UZU-ALETLLQNQLLSLW 


g P 32 


BPRu-UZU-NSWGCAFRQVCHTT f 

B PRu - GGG - QAQLNSWGCAFRQVCHTTVPWPNDSLT 



Aus dem NS5-Bereich, dem NS4-Bereich und dem Core-Bereich von 
HCV wurden die in der folgenden Tabelle 3 dargestellten 
Peptide synthetisiert . 
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Tabelle 3 : Ruthenylierte lineare Peptide 



Corel 


BPRu - GGGG - KNKRNTNRR 


Corel+2 


BPRu - UZU- KNKRNTNRRPQDVKFPGGGQI VGGV 


NS4/1+2 


BPRu - UZ - SQHLPYIEQG - Nl eNl e - LAEQFKQQALGLLQT 


NS4/3m 


B PRu - UZ - SRGNHVS PTHYVPESDAA 


NS5/1 


BPRu -UZ - SRRFAQALPVWARPD 


Corel+2+3 


BPRu-UZ - KNKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGGVLLPRR 


Corelm 


BPRu-UZ -NPKPQKKNKRNTNRR 


Core3m 


BPRu - UZ - GQIVGGVYLLPRRGPRLG 


Core2m 


B PRu - UZ - PQDVKFPGGGQ I VGGV 


NS4/3m-I 


BPRu -UZU- SRGNHVS PTHYVPESDAA 


NS4/1 


BPRu-UZU-SQHLPYIEQ 



Die Herstellung Biotin-markierter Peptide erfolgte entweder 
N-terminal durch eine Derivatisierung am Harz (Biotin-Aktiv- 
ester) oder in die Sequenz uber einen mit Biotinaktivester-e- 
derivatisierten Lysinrest (Fmoc-Lys (Biotin) -OH) . 

Beispjel 9 

Herstellung von Diethyl -a, a, ot' ,a' -tetrakis (ethoxycarbonyl) - 
2,2 # -bipyridin-4,4' -diyl-dipropionat (entsprechend Verbindung 
(1) in Abb. 7) 

Zu einer Mischung aus 6,85 g{ 29,5 mmol) Triethyl-methan- 
tricarboxylat und 4,1 g (29,7 mmol) Kaliumcarbonat in 50 ml 
Toluol/DMF (3/2) tropft man 2,00 g (5,8 mmol) 4 , 4 ' -Bis (brom- 
methyl) -2, 2, ' -bipyridin in 40 ml Toluol/DMF (3/2) bei 50°C 
unter gutem Ruhren zu. Man riihrt weitere 4 Tage bei 65°C 
filtriert und entfernt anschlieSend das Losungsmittel im 
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Vakuum. Der olige Ruckstand wird in 100 ml Toluol aufgenommen 
und nacheinander 3 mal mit Wasser, 3 mal mit 7 % Natronlauge 
und 3 mal mit Wasser ausgeschiittelt . Die organische Phase 
wird gesammelt und uber Natriumsulf at getrocknet. Nach Ent- 
fernen der fluchtigen Bestandteile im Vakuum wird der Ruck- 
stand aus Cyclohexan umkristallisiert . Zur vollstandigen 
Entfernung von Verunreinigungen wird saulenchromatographisch 
getrennt . (Si0 2 , CHCl 3 /MeOH (10:1) erste Bande) . 
Farblose Kristalle (Cyclohexan) 

Ausbeute: 2,95 g (79 %) 
Schmp. : 116 °C 

l H-NMR (250 MHz, CDCl 3 , 25 °C) : 3=1,21 (t, 18H, 3 J=7,2 Hz), 
3,57 (s, 4H) , 4,22 (q, 12H, 3 J=7,2 Hz), 7,25 (dd, 2H, 3 J=5,1 
Hz, 4 J=1,2 Hz), 8,29 (d, 2H, 4 J=1,2 Hz), 8,51 (dd, 2H, 3 J=5,1 
Hz, 4 J=1,2 Hz) 

13 C-NMR (75 MHz, CDCl 3 , 25 °C) : 6=13,96 (CH 3 ) , 38,1 (CH 2 ) , 62,6 
(H 2 CO) , 66,5 (CCO), 123,4, 123,6, 145,9, 149,0, 155 (Pyridin- 
C, CH) , 166,5 (C=0) . 

IR (KBr/fest) [cm' 1 ]: 556, 610, 863, 1026, 1186, 1258, 1305, 
1594, 1737 vs. 2988 

MS-50: (180 °C, 70 eV, 300 /*A, m/e) : gef.: 644,2585 
C 32 H« 0 N 2 O 12 (644, 682) 

Beispiel 10 

Herstellung von N,N' -Bis (2-hydroxy-l, 1-bis (hydroxymethyl) - 
ethyl) -a, cv-bishydroxy-2, 2' -bipyridin-4 , 4 ' -diyldipropionamid 
(entsprechend Verbindung (2) in Abb. 7) 

Zu einer Losung aus 752,7 mg(l,17 mmol) des Hexaesters (1) 
aus Beispiel 7 und 848,6 mg (7,00 mmol) a, a, a-Tris- (hydroxy- 
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methyl) -methylamin in 10 ml uber CaH 2 getrocknetem DMSO gibt 
man unter Ruhren 967,5 mg (7,00 mmol) Kaliumcarbonat. Nach 
Zugabe der Base wird die Mischung leicht gelblich. Nach 
weiterem 10 stiindigen Ruhren bei 25 °C wird die Suspension 
zentrifugiert und die Losung vom festen Kaliumcarbonat ab- 
dekantiert. Das Losungsmittel wird im Vakuum (0,001 mbar) bei 
30 °C entfernt. Der gelbliche, olige Rxickstand wird in wenig 
Wasser suspendiert und das Produkt durch langsame Zugabe von 
trockenem Aceton (uber P 4 O 10 destilliert) ausgef allt . In der 
KSlte erfolgt die vollstSndige Ausfallung. Man dekantiert die 
Losung ab und trocknet den Rttckstand mehrere Tage uber P 4 0 1D . 
Zuruck bleibt ein hygroskopischer farbloser Feststoff , der 
ohne weitere Reinigung eingesetzt wird. 

Ausbeute: 0,652 g (67 %) 

X H-NMR (250 MHz, DMSO-d 6 , 25 °C) : 6-3,08 (d, 4H) , 3,22 (s, 
8H), 3,47 (d, 8H, 2 J=10,8 Hz), 3,55 (d, 8H, 2 J=11,1 Hz), 3,69 
(t, 2H), 4,6-5,1 (bs, OH), 7,27 (d, 2H, Pyridyl-H, 3 J=4,8 
Hz), 7,4-7,7 (s, NH), 8,23 (s, 2H, Pyridyl-H), 8,51 (d, 2H, 
Pyridyl-H, \J=4,8 Hz) 

13 C-NMR (75 MHz, DMSO-d 6 , 25 °C) : 6=30,7 (CH 2 ) , 59,7 (CH 2 OH) , 
61,7 (CR 4 ), 63,34 (CR«) , 78,5 (CCO) , 122,8, 126,0, 146, 0, 
148,7, 155,0 (Pyridin-C,CH 2 ) , 170,2 (CONH) 

IR: (Kbr/fest) [cm' 1 ] : 3336, 2936, 2880, 1675, 1597, 1559, 
1533, 1465, 1363, 1051 (vs) 

FAB" -MS (m-NBA, m/e) : 833,3, 855,3, 871,3, 965,2 (M+H)e, 
(M+Na) *, (M+K)', (M+Cs) # 



C 34 H 52 N 6 O ie (832,3) 



WO 96/03410 



PCT/EP9S/02923 



- 27 - 

Beispiel ll 

Herstellung von halbkafig- bzw. kaf igformigen hydrophilen 
Liganden gemaS Reaktionsschema III (Abb. 9a und b) 



A: 




Ansatz: 2,6 g (10 mmol) Bipyridin-methylbromid 
80 ml 2-Methoxyethylamin 
10 g Kaliumcarbonat 

Durchf iihrung : 

Das Bromid wurde unter Ruhren zu einer Suspension von gepul- 
vertem Kaliumcarbonat in 2-Methoxyethylamin gegeben. Die 
Suspension wurde dann 12 h bei Raumtemperatur gerQhrt . An- 
schlieSend filtrierte man ab, destillierte das uberschiissige 
2-Methoxyethylamin ab und trocknete den Ruckstand im Vakuum. 
Der Ruckstand wurde chromatographiert (Si0 2 ; CH 2 Cl 2 /CH 3 OH/NH 3 , 
100:10:1). Man erhielt ein hellgelbes 01. 
Ausbeute: 1,06 g (3,85 mmol) 38 % 

X H-NMR (250 MHz, CDC1 3 ) : 1,95 (s, 1H, NH) ; 2,26 (s, 3H, Pyri- 
dyl-CHj), 2,7 (t, 3 J = 5,28 Hz, 2H, OCH 2 ) ; 3,24 (s, 3H, OCH 3 ) ; 
.3,41 (t, 3 J = 5,28 Hz, 2H, NCH 2 ) ; 3,76 (s, 2H, Pyridyl-CH 2 ) , 
7,5 (dd, 3 J = 8,35 Hz, 4 J = 2,17 Hz, 1H, Pyridyl H) ; 7,69 (dd, 
3 J = 8,19 Hz, 4 J = 2,24 Hz, 1 H) , Pyridyl H) ; 8,17 (d, 3 J • 
8,02 Hz, 1H, Pyridyl -H ) ; 8,22 (d, 3 J = 8,24 Hz, 1 H, Pyridyl- 
H); 8,39 (d 4 J = 1,84 Hz, 1H, Pyridyl H) ; 8,85 (d, "J = 1,85 
Hz, l H, Pyridyl H) ppm. 
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OBn 



B: 



Ansatz: 2,26 (10 mmol) 
6,67 (35 mmol) 



Tri-alkohol 
Tosylchlorid 



Durchf uhrung : 

Eine Losung des Tri-alkohols in 20 ml Pyridin wurde langsam 
mit einer Losung von Tosylchlorid in 20 ml Pyridin unter 
Kuhlen, Schutzgas und Rtthren versetzt, so daS die Temperatur 
der Reaktionsmischung 10 °C nicht uberschritt. Dann wurd 
enoch 24 h bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieSend goS man 
vorsichtig auf eine Mischung von 10 ml Wasser, 20 ml Methanol 
und 8 ml konz. SalzsSure. Ds ausgefallene Produkt bzw. abge- 
schiedene 01 wurde abfiltriert bzw. abgetrennt und chromato- 
graphisch gereinigt (Si0 2 ; CH 2 Cl 2 /CH 3 OH/NH 3 , 100:10:1), Man 
erhielt farblose Kristalle. 

Smp. : 57-59 °C 

a H-NMR (250 MHz, CD 2 Cl 2 ) : 2,4 (s, 9H, Ar-CH 3 ) ; 3,25 (s, 2H, 
CH 2 ) ; 3,88 (s, 6H, CH 2 ) ; 4,22 (s, 2H, CH 2 ) ; 7,02-7,1 (m, 2H, 
Ar-H); 7,25-7,3 (m, 3H, Ar-H) ; 7,31 (d, 3 J «= 6,46 Hz, 6H, 
Ar-H); 7,31 (d, 3 J = 6,46 Hz, 6H, Ar-H); 7,67 (d, 3 J = 6,46 
Hz, Ar-H)ppm 

13 C-NMR u. DEPT-135 (62,8 MHz, CDC1 3 ) ; 145,36; 137,20; 131,75; 
43,82 (C q ) ; 130,05; 128,39; 128,33; 127,92; 127,75; 127,23 
(CH) ; 73,28, 66,71; 66,31 (CH 2 ) ; 21,67 (CH 3 ) ppm 
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Beispiel 13 

Anwendung hydrophiler Metallkomplexe in immunologischen Tests 

Es wurde ein Doppel-Antigen^Bruckentest zum Nachweis spezifi- 
scher Antik6rper gegen Hepatitis C-Virus (HCV) durchgef uhrt . 
Hierbei wurde die Probef lussigkeit mit einem Ruthenium-mar - 
kierten Antigen und einem biotinylierten Antigen gegen den zu 
bestimmenden Antikorper in Gegenwart einer Streptavidin-be- 
schichteten Festphase inkubiert. Das Vorhandensein von Anti- 
HCV-Antikorpem in der Probef ltlssigkeit wurde durch Bestim- 
mung der Markierung in der Festphase durch Elektrochemilumi- 
neszenz nach dem Flash-System bestimmt. 

Als Antigen wurde ein HCV-Polypeptid, welches die Aminosauren 
1207-1488 von HCV enthfilt, verwendet . Die Aminosauresequenz 
und Herstellung eines derartigen Polypeptids ist in DE-A-44 
28 705.4 beschrieben. 

Zur Derivatisierung des HCV- Polypeptids mit Succinimidester- 
aktivierten Rutheniumkomplexen wurde das lyophilisierte 
Polypeptid in einem 100 mM Natriumphosphatpuf f er pH 6,5, 0,1 
% SDS in einer Proteinkonzentration von 10 mg/ml gel6st. 
Durch Zusatz von 5 M wurde der pH-Wert auf 8,5 eingestellt 
und die Losung mit Dithiothreitol auf eine Endkonzentration 
von 2 mM abgestoppt. Zu dieser L&sung wurde die der gewunsch- 
ten Angebotsstochiometrie entsprechende Menge eines Succin- 
imidester-aktivierten Rutheniumkomplexes in DMSO zugegeben 
und anschlieSend fiir 60 min bei 65 °C unter Ruhren inkubiert. 
Die Reaktion wurde durch Aufstocken des Reaktionsgemisches 
mit Lysin auf eine Endkonzentration von 10 mM und eine wei- 
tere Inkubation fur 30 min abgestoppt. AnschlieSend wurde der 
Ansatz gegen 100 mM Natriumphosphatpuuf er pH 6,5, 0,1 % SDS 
dialysiert. Die resultierende Proteinlosung wurde mit Sac- 
charose (Endkonzentration 6,5 % (w/v) ) versetzt und in Por- 
tionen lyophilisiert . . 
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Zur Herstellung eines mit einem Maleinimid-aktivierten Ru- 
theniumkomplex derivatisierten HCV-Polypeptids wurde das 
lyophilisierte Protein in 100 mM Natriumphosphatpuf f er pH 
6,5, 0,1 % SDS (Proteinkonzentration 10 mg/ml) aufgenommen. 
Zu dieser Losung wurde eine der gewunschten Angebotsstochio- 
metrie entsprechende Menge des Maleinimid-aktivierten Ru- 
theniumkomplexes in DMSO zugegeben und 60 min bei 25 °C unter 
Ruhren inkubiert. Die Reaktion wurde durch Aufstocken des 
Reaktionsgemisches mit Cystein auf eine Endkonzentration von 
10 mM und weitere Inkubation fur 30 min abgestoppt . Das 
Reaktionsgemisch wurde daraufhin wie oben beschrieben dialy- 
siert, mit Saccharose versetzt und in Portionen lyophili- 
siert. 

Es wurden 3 Experimente durchgef ilhrt , in denen jeweils unter- 
schiedliche ruthenylierte Antigene eingesetzt wurden. Fur 
Experiment A (Vergleich) wurde der in den Beispielen 5 und 6 
als Ausgangsmaterial verwendete Ruthenium- Komplex gemiS EP-A- 
0 580 979 in einem stochiometrischen Verhaltnis von 1:3 an 
das Polypeptid gekoppelt. Fur Experiment B wurde das Polypep- 
tid mit dem in Beispiel 5 hergestellten erf indungsgemaBen 
hydrophilen Ruthenium-Komplex in einem stoichiometrischen 
Verhaltnis von 1:3 gekoppelt. Fur Experiment C wurde das 
Polypeptid mit dem in Beispiel 6 hergestellten hydrophilen 
Ruthenium-Komplex im stoichiometrischen Verhaltnis von 1:1 
gekoppelt. Als biotinyliertes Antigen wurde in alien 3 Expe- 
rimenten ein Polypeptid verwendet, das im stoichiometrischen 
Verhaltnis von 1:6 an ein Maleimid-aktiviertes Biotin gekop- 
pelt worden war. Das ruthenylierte und das biotinylierte 
Antigen wurden jeweils in einer Konzentration von 400 ng/ml 
Testf lussigkeit eingesetzt. 

In Tabelle 4 ist das Ergebnis der Experimente A, B und C in 
ECL-Counts dargestellt. Es ist ersichtlich, daS erst die 
Verwendung der erf indungsgemaSen hydrophilen Metallkomplexe 
als Markierungsgruppen eine zuverlassige Unterscheidung 
zwischen einer negativen Serumprobe und einer kritischen 
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positiven Serumprobe erlaubt. Dies zeigt sich in einem hohe- 
ren Verhaltnis positiv/negativ. 



Tabelle 4 



1 Experiment 


A (Ver- 
gleich) 


B 


C 


negative 
Probe 


323317 


84584 


44274 


positive 
Probe 


465769 


346734 


313185 


Verhaltnis 
positiv/ne- 
| gativ 


1,4 


4 


7 
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Patentanspruche 



1. 



Metallkomplexe mit der allgemeinen Formel (I) : 



[M (LjLjLj) ] n - ^ A 



(I) 



worin 

- M ein zwei- oder dreiwertiges Metallkation ausgew&hlt 
aus Seltenerde- oder Ubergangmetallionen ist, 

L lf L 2 und L 3 gleich oder verschieden sind und Ligan- 
den mit mindestens zwei stickstof f haltigen Hetero- 
cyclen bedeuten, wobei L x , L 2 und L 3 uber Stickstof f- 
atome an das Metallkation gebunden sind, 
X eine reaktive oder aktivierbare funktionelle Gruppe 
ist, die an mindestens einen der Liganden L 1# L 2 , L 3 
kovalent gebunden ist, 

- n eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist, 

- m eine ganze Zahl von 1 bis 6 ist und 

A eine oder mehrere zum Ladungsausgleich erforderli- 
che, negativ geladene Gruppen bedeutet, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Komplex mindestens eine hydrophile Gruppe ausge- 
wahlt aus C 2 -C 3 -Alkylenoxy-Einheiten, C 2 -C 3 -Alkylenthio- 
Einheiten, C 2 -C 3 -Alkylenamino-Einheiten oder/und Poly- 
hydroxy-Einheiten enth&lt. 

2. Komplex nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS das 
Metallkation M ein Ruthenium-, Rhenium-, Osmium-, Chrom- 
oder Iridiumion ist. 

3. Komplex nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafi das Metallkation M ein Rutheniumion ist. 



4 . 



Komplex nach einem der Ansprtiche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS die Liganden L 1# L 2 , L 3 Bipyridin- 
oder/und Phenanthrolin-Ringsysteme enthalten. 
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5. Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet , daS die reaktive oder aktivierbare funk- 
tionelle Gruppe X ein Carbonsaurehalogenid, ein Carbon- 
saureanhydrid, ein Aktivester, ein Maleimid, ein Amin, 
eine Carbonsaure, ein Thiol, ein Halogenid, eine Hydro- 
xylgruppe oder eine photoaktivierbare Gruppe ist. 

6. Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet , dafi die negativ geladenen Gruppen A Hexa- 
f luorophosphat- , Trif luoracetat- , Tetraf luoroborat- 
Gruppen oder Halogenidionen sind. 

7. Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet , daS die Polyhydroxy-Einheiten aus Gruppen 
der Formeln (Ila) oder (lib) ausgewShlt sind: 

-NR-W (Ila) -O-W (lib) 

worin W einen organischen Rest mit mindestens 2 Hydroxy- 
gruppen und R Wasserstoff oder C^-Cg-Alky! bedeutet. 

8. Komplex nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet , daS die 
Polyhydroxy-Einheiten die Formel -NR-C (CH 2 OH) 3 aufweisen. 

9. Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS die C 2 -C 3 -Alkylenoxy- , C 2 -C 3 -Alkylenthio 
bzw. C 2 -C 3 -Alkylenamino-Einheiten Ethylenoxy-, Ethylen- 
thio-, bzw, Ethylenamino-Einheiten sind. 

10. Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS 1 bis 30 C 2 -C 3 -Alkylenoxy-C 2 -C 3 -Alky- 
lenthio- bzw. C 2 -C 3 -Alkylenamino-Einheiten pro Metall- 
kation vorhanden sind. 

11. Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 10 mit der all- 
gemeinen Formel (III) : 
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] - X 



A (III) 



worin M, X und A wie in Anspruch 1 definiert sind, R 1# 
R 2 , R 3 , R 4 , R 5 und R 6 gleich oder verschieden sind und 
jeweils einen oder mehrere Substituenten bedeuten, unter 
der Voraussetzung, da£ X iiber einen der Substituenten 
R p R 2 , R 3 , R 4/ R 5 oder R 6 an einen der Liganden gebunden 
ist und daS mindestens einer der Substituenten R x , R 2/ 
R 3 , R«, R 5 oder R 6 mindestens eine hydrophile Gruppe, 
ausgewahlt aus C 2 -C 3 -Alkylenoxy- , C 2 -C 3 -Alkylenthio- und 
C 2 -C 3 -Alkylenamino-Einheiten enthalt . 



12. Komplex nach Anspruch 11 mit der allgemeinen Formel 
(Ilia) : 



worin M, X und A wie in Anspruch 1 definiert sind, 
R i* R 2/ R 3* R 4 und R 5 wie ^ n Anspruch 11 definiert sind, 
s eine ganze Zahl von 0 bis 6 ist und Y eine hydrophile 
Gruppe mit 1 bis 10 hydrophilen Einheiten bedeutet, 
ausgewahlt aus C 2 -C 3 -Alkylenoxy- , C 2 -C 3 -Alkylenthio und 
C 2 -C 3 -Alkylenamino-Einheiten. 




A 



(Ilia) 
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13. Komplex nach Anspruch 11 mit der allgemeinen Formel 



worin M, X und A wie in Anspruch 1 definiert sind, 
R i/ R 2 / R3/ R < und R 5 wie in Anspruch 11 definiert sind 
und s eine ganze Zahl von 0 bis 6 ist, unter der Voraus- 
setzung, daS R :/ R 2 , R 3/ R, oder /und R 5 eine hydrophile 
Substituentengruppe enthalten, die jeweils 1 bis 10 C 2 - 
C 3 -Alkylenoxy-, C 2 -C 3 -Alky lent hio oder/und C 2 -C 3 -Alkylen- 
amino-Einheiten umfaSt. 

14. Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 10 mit der all- 
gemeinen Formel (IV) : 

X 



worin M, X, n und A wie in Anspruch 1 definiert sind, 
R 1# R 2 und R 3 gleich oder verschieden sind und jeweils 
einen oder mehrere Substituenten bedeuten und Y jeweils 
eine hydrophile Linkergruppe bedeutet, die 1 bis 10 
hydrophile Einheiten, ausgewahlt aus C 2 -C 3 -Alkylenoxy- , 



(Illb) : 





n 



A 



) 
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C 2 -C 3 -Alkylenthio- und C 2 -C 3 -Alkylenamino-Einheiten um- 
fafit. 

15. Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 10 mit der all- 
gemeinen Formel (V) : 




worin M, X und A wie in Anspruch 1 definiert sind, Z 
eine Linkergruppe bedeutet, R' 1# R' 2 , R' 3 / R'« oder/und 
R' 5 gleich oder verschieden sind und jeweils einen oder 
mehrere Substituenten bedeuten, unter der Voraussetzung, 
daB R' lf R' 2 , R' 3 oder/und R' 4 mindestens eine hydrophile 
Substituentengruppe enthalt, die eine Polyhydroxy-Ein- 
heit umfafct. 

16. Komplex nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet , dafi 
die OH-Gruppen der Polyhydroxy-Einheiten durch weitere 
hydrophile Gruppen substituiert sind, 

17. Komplex nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daS 
die weiteren hydrophilen Gruppen ein Dendrimer bzw. ein 
dendrimeres Bauelement der Formel (Via) oder (VIb) 
umfassen: 

-A.-NR-W, <A 2 -NR-W 2 ) n , (Via) 
-Ai-O-V^ (A 2 -0-W 2 ) n . (VIb) 

worin 
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- A 1 und A 2 gleich oder verschieden sind und Linkergrup- 
pen bedeuten, 

W x und W 2 gleich oder verschieden sind und einen orga- 
nischen Rest mit mindestens 2 Hydroxygruppen bedeu- 
ten, 

- R Wasserstoff oder einen C x - C s - Alky Ire st bedeutet und 

- n' 0 ist oder der Zahl der Hydroxygruppen von W 2 
entspricht. 

18. Konjugat, umfassend eine biologische Substanz, an die 
mindestens ein Metal lkomplex nach einem der Anspruche 1 
bis 17 gekoppelt ist. 

19. Konjugat nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet , daS 
die biologische Substanz Biotin, ein Antikorper oder 
Antikorper fragment, eine Nukleinsaure, ein Polypeptidan- 
tigen, ein immunologisch reaktives Peptid oder ein 
Hapten ist . 

20. Verwendung von Metal lkomplexen nach einem der Ansprfiche 
1 bis 17 oder Konjugaten nach Anspruch 18 oder 19 in 
einem immunologischen Nachweisverf ahren. 

21. Verwendung nach Anspruch 20 in einem Elektrochemilumi- 
neszenzverf ahren . 

22. Verwendung nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

daE man die Elektrochemilumineszenz-Messung in Gegenwart 
eines Reduktionsmittels f\ir den Metallkomplex durch- 
f uhrt . 

23. Verwendung nach Anspruch 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi das Reduktionsmittel in die Ligandensphare des 
Komplexes integriert ist . 
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ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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STATT ETHYLEN - SIND AUCH PROPYLENBRUCKEN IN SPACER 
EINZUSETZEN 



Y'=0, NH, S 

STATT BIPYRIDIN 1ST AUCH PHENANTHROLIN EINZUSETZEN 
(GEBROCHENE LINIEN) 



n'=1-10 

R'=H, C] -C5-ALKYL 
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